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ノロウイルス検査キットの有用性の検討
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　ノロウイルスによる集団胃腸炎事例においては，発生初
期に原因ウイルスを特定し，有効な感染拡大防止対策を行
うことが重要である．このため，迅速性と簡便性を兼ね備
えたウイルス検出法が必要とされる．2006／2007シーズンの
大流行を経て，数社からノロウイルス検出キットが市販さ
れているL2）．本研究では，北海道立衛生研究所で行ってい
る逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応法（RT－PCR法：
reverse　trallscriptase－polymerase　chain　reaction）に基
づく遺伝子増幅検査法を基準として，研究用試薬である島
津製作所（株）製「ノロウイルスG1検出試薬キット／ノロ
ウイルスG2検出試薬キット」について，検出率，感度及
び特異性などの有用性の検討を行った．
材料及び方法
1．試　料
　北海道内において2005年12月から2007年1月の間に発生
した胃腸炎集団感染事例のうち，45事例由来の275検体に
ついて検討を行った．
2．キットによる検出
　本キットは，加熱によるRNA分解酵素の失活と，ふん
便由来の増幅阻害物質の抑制に特徴をもつ，遺伝子増幅，
電気泳動による検出法である3）．添付説明書の方法に従い
使用した．！0％ふん便乳剤を冷却微量遠心機で5分間遠心
した．この後の反応はノロウイルスGI，　GII用に，それぞ
れ1本のチューブ内で行った．遠心上清1μしとキット中
の検体処理液19μLを混合し，85℃1分間の熱処理を行っ
た．キット中のRT用試薬とRT用酵素を混合して作製し
たRT反応液25μLを，熱処理した検体液に加え，37℃で
30分間RT反応を行い，その後，95。C　5分間の熱処理によ
り酵素を失活させた．キット申のPCR用試薬と酵素を混
合したPCR反応液5μLを，　RT反応後のチューブに加え，
95℃150秒間のプレヒーティングの後，熱変性（95℃15秒
間），アニーリング（56℃30秒間），伸長（720C30秒聞）を
45サイクル，さらに72℃1分間の伸張反応を行った．これ
らの反応時間は迅速化のための短縮PCRプログラムとし
て島津製作所（株）から示されたものである．その後，電気
泳動によりノロウイルスGI，　GIIそれぞれについてPCR
産物を確認することで陽性，陰性を判定した．
3．RT－PCR法による検出（通知法）
　厚生労働省通知の方法に準じて行った㈲．ふん便乳剤か
らカラムー遠心操作を用いるQIAamp　Viral　RNA　Mini
Kit（QIAGEN）によりウイルスRNAを抽出後，　cDNA
を合成した．PCRでは4組のプライマーPl／P3；NV82，
SM82／NV81；COGIFIGISKR；COG2FIG2SKRを用いて
ノロウイルス遺伝子を増幅し，電気泳動によりPCR産物
を確認した．PCR産物を精製後，ダイレクトシークエン
スにより塩基配列を決定しノロウイルス遺伝子が確認され
た場合に陽性とした．陽性検体については，遺伝子型（GI／
1－14，GII／1－17）をKageyamaらの方法6）に従って分類し
た．
4．リアルタイムPCR法による定量
　リアルタイムPCR法によりウイルスのコピー数を定量
した5＞．　プライマーはCOGIFICOGIR；COG2F，
ALPF／COG2Rを，　GIプローブとしてRING1－TP（a）と
RING1－TP（b），　GIIプローブとしてRING2AL－TPを使
用した．コントロールDNAを用いて検量線を作成し，各
検体におけるふん便1g当たりのウイルスコピー数を算出
した．
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結果及び考察
　ノロウイルスの遺伝子型はGI遺伝子群で14種類，　GH：
遺伝子飼で17種類とされている鋤．シーズンごとのノロウ
イルス集団感染の特徴として，ほとんどの事例において特
定の同じ遺伝子型が検出されるシーズンと，多様な遺伝子
型が検出される場合とがある8）．今回の検討では，本キッ
トが多くの遺伝子型に対応可能かどうかを調べるために，
様々な遺伝子型が検出された2005／2006シーズンの検体を中
心に使用した8）．
　キットによる検出法と北海道立衛生研究所で行っている
検出法（通知法）の反応過程及び所要時間を表1に示した．
最大の特徴は，通知法ではカラムー遠心操作によって検体
からウイルスRNAを抽出するのに対し，キットにおいて
はRNA抽出が不要で1分間の熱処理のみで実施する点で
ある．またその後，チューブに試薬を加えていく操作だけ
で分注の必要がないため，相互汚染の可能性も非常に小さ
い．実際，短時間の熱処理と，操作の簡便性により検査所
要時間の短縮が可能であった．
　通知法とキットによる判定結果の比較を表2に示した．
陽性一致率，陰性一致率及び全体の一致率はそれぞれ97％，
89％，95％と高い値を示した．通知法陽性／キット陰性の
6検体中4検体は，発症から採取までに9日以上経過して
いた．通知法陰性／キット陽性の7検体は発症から採取ま
での闇隔が2～10日間と分散していた．これらのキットで
のみ陽性と判定された検体については，増幅産物の塩基配
列の相同性検索によりノロウイルスとの相同性が最も高い
ことを確認できた．しかしながら遺伝子型の分類には配列
の情報が不十分なため，その検体の属する集団と同一の遺
伝子型を示すと仮定した．この先，検体問の配列比較など
の検討により，2つの方法の検出感度の違いを説明できる
データを得る必要がある．
　遺伝子型ごとの検出感度をみるために，リアルタイム
PCR法により得られた検体のウイルスコピー数を型別に
図1（GI）と図2　（GII）に示した．通知法と同様，キッ
トによりGI，　GIIの複数の遺伝子型を検出することができ
た．GIの3つの型では，すべての検体において通知法，
キットともにノロウイルスを検出可能であった．GIIにお
いて，通知法陽性／キット陰性の検体採取までに日数を要
した4検体は，通知法においてもポリメラーゼ領域用プラ
イマー（Pl／P3）でのみ検出された（図2，　po1）．これら
の4検体を含めて，通知法またはキットのどちらか一方で
だけ検出が可能であった検体は，その約70％がGH／4に分
類された．加えて7検体はリアルタイムPCR法によって
のみ検出可能であった．今回の検体全数の30％近くを
GII／4が占めているとはいえ，流行の主要な型であるGII／4
の検出率向上のため，遺伝子増幅法におけるプライマーデ
ザインの工夫などが必要である．
　ふん便1g中のウイルス量が106コピー以上であれば，
いずれの型においてもキットによりほぼ検出が可能であっ
た．通知法陰性／キット陽性となった107コピー／g以上の
4検体と，キットでのみ陽性となりリアルタイム法では検
出されなかった2検体については，判定のくい違いについ
て，阻害物質の混入の可能性などの解析が必要である．
　今回の検討において，島津製作所（株）製ノロウイルス検
出キットの検出率と特異性は，現在行っているRT－PCR
法に匹敵するものであった．高感度の理由としては，増幅
サイクル数が多いことと増幅産物が短いことによる効率の
良さが考えられる．ノロウイルスGI，　GH用にそれぞれ1
本のチューブに調製済みの試薬を加えていく簡便な方法で
ありながら，感度も高く複数の遺伝子型にも対応し，感染
源としてのノロウイルス検出には有用な方法と思われる．
表1　検査方法の比較
通知法 キット
コピー数19
　1．00E＋11
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表2　判定結果の比較
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図2　ふん便1g当たりのノロウイルスコピー数と遺伝子型（Gll）
　稿を終えるにあたり，検体採取にご協力いただきました
北海道保健福祉部保健医療局健康推進課，食品衛生課なら
びに各保健所の関係者各位に深謝いたします．
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